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RESUMEN 
Se llevaron a cabo diferentes experimentos en los cuales se comparó el 
crecimiento y reproducción de cultivos de Ceriodaphnia dubia alimentados con 
algas (Pseudokirchneriella subcapitata), con medio YTC (levadura, alimento para 
trucha y Cerophyll [alfalfa]) ó con una mezcla de algas, YTC y un suplemento de 
vitaminas y selenio. Los resultados mostraron que los individuos alimentados con 
algas o YTC solamente, presentan retrasos en la maduración y una disminución 
en las tasas de reproducción neta (Ro) y de crecimiento poblacional (r), junto con 
un aumento en el tiempo generacional (To), comparados con los alimentados con 
la mezcla de Algas/YTC/suplemento. En estos últimos, los individuos maduran en 
tres días, la Ro fue de 134 neonatos/hembra al doceavo parto, el r durante los 
primeros cinco partos fue de 0.25 d-1 y la mortalidad al doceavo parto fue de solo 
5%. Definidas las condiciones de alimentación óptimas de los cultivos, se procedió 
a montar y validar las pruebas de toxicidad aguda con cromo hexavalente. En los 
resultados de los ensayos de toxicidad aguda se registró una CL50-48h = 0.21 mg 
Cr+6/L con límites de confianza al 95% entre 0.20 - 0.22 mg Cr+6/L. 
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ABSTRAC 
Different experiments were performed in order to compare the growth and 
reproduction of culture of ceriodaphnia dubia, fed with algae’s (Pseudokirchneriella 
subcapitata), YTC or a mix of algae’s, YCT and a supplement of vitamins and 
selenium. The results showed that the individuals fed with algae’s or YTC only, 
presented delays in maturation, decrease on the net rates of reproduction (Ro) and 
population growth (r) , together with the increase in generational time (To), 
compared to the ones fed with the mix of algae’s/YCT/supplement . On these last 
ones, individuals maturate in three days; the Ro was of 134 neonates/ female to 
the 12th birth, the r during the first five births were 0.25 d-1 and the mortality to the 
12th birth was only 5%. After defined the feeding conditions of culture, it was 
proceed to mount and validate the acute toxicity tests with hexavalent chromium. In 
the results of the acute toxicity test an average of  LC50-48h = 0.21 mg Cr
+6/l was 
registered with limits of trust to the 95% between 0.20 – 0.22 mg Cr+6/l. 
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INTRODUCCION 
El zooplancton de los ecosistemas acuáticos es un grupo de organismos animales 
que flotan libremente en la columna de agua. Está constituido por protozoarios, 
rotíferos y microcrustáceos y de estos últimos, los cladóceros es el grupo más 
abundante. Los cladóceros son consumidores primarios, ocupan un lugar clave en 
la base de las redes tróficas y su densidad y diversidad está controlada por 
factores como disponibilidad de alimento, predación, pH, temperatura, oxígeno 
disuelto y nutrientes. Presentan partenogénesis cíclica, es decir, que bajo 
condiciones favorables la reproducción asexual es activa, y al presentarse 
condiciones adversas como el acortamiento del fotoperiodo, alta densidad 
poblacional, o baja concentración de alimento, aparecen machos, y ocurre la 
reproducción sexual (Oda, et al., 2005). 
 
Bajo condiciones de laboratorio, los cladóceros por su pequeño tamaño y su corto 
tiempo de generación, responden rápidamente a cambios en el abastecimiento de 
nutrientes, siendo la tasa de reproducción una de las variables más afectadas 
(Nandini & Sarma, 2003). Por lo tanto, el estatus nutricional de los cultivos de 
laboratorio puede tener un efecto substancial sobre la sensibilidad de los 
organismos usados en ensayos de toxicidad (Rose, et al., 2000). Son utilizados en 
bioensayos por su corto ciclo reproductivo y su alta sensibilidad a un amplio 
número de contaminantes. Entre las especies empleadas en estos ensayos se 
encuentran Daphnia magna y Ceriodaphnia dubia (Brito, et al., 2006; Mac-Quhae, 
1997).   
 
Importancia de Ceriodaphnia dubia  
 
La utilización de Ceriodaphnia dubia como una especie estándar en ensayos de 
toxicidad se debe principalmente a la posibilidad de obtener muchas generaciones 
clónicas, presentando una respuesta uniforme frente a un tóxico. Por su alta 
sensibilidad a diferentes tóxicos, es considerada como una especie bioindicadora; 
su corto ciclo de vida permite la realización de ensayos de toxicidad en un espacio 
breve de tiempo; es fácilmente cultivable en condiciones de laboratorio, ya que 
requiere poco espacio, siendo su mantenimiento más económico que el de otros 
organismos como los peces, los moluscos o macrocrustáceos. Es por ello que en 
la literatura se encuentran estudios donde su aplicación va desde la valoración de 
los efectos tóxicos producidos por lodos, suelos, sedimentos, aguas residuales, 
aguas superficiales y subterráneas hasta sustancias puras. (Munger, et al.,1999; 
Lee, et al., 1997). 
 
Aunque se espera que el tratamiento de aguas residuales domésticas disminuya o 
remueva la presencia de los contaminantes, investigadores como Kosmala y 
colaboradores (1999), han mostrado que la supervivencia y reproducción de        
C. dubia se ve afectada cuando se expone a los efluentes de estas plantas, lo cual 
estaría señalando que el tratamiento en muchos casos no es suficiente para 
remover ciertos contaminantes. Igualmente se ha encontrado, que debido a la 
movilidad de ciertos contaminantes no es posible detectar su presencia en la 
columna de agua, ya que estos posiblemente han migrado hacia los sedimentos.  
 
Bioensayos o Pruebas de toxicidad 
Los bioensayos, ampliamente utilizados en el campo de la ecotoxicología, son 
pruebas que permiten realizar mediciones experimentales del efecto de una 
sustancia química, un efluente o cuerpo de agua empleando organismos vivos, 
con lo cual se puede establecer la relación concentración-respuesta bajo 
condiciones controladas (Silva, et al., 2003). Las respuestas generalmente 
medidas son: muerte, inmovilidad, inhibición del crecimiento, inhibición de la 
reproducción, inhibición de la fertilización, inhibición del desarrollo embrionario, 
alteraciones morfológicas, metabólicas o de comportamiento entre otros (Díaz, et 
al., 2004).  
 
Se considera que ésta sensibilidad es el resultado de la presencia de un sistema 
nervioso, en el cual, la acetilcolina (ACh), es el neurotransmisor que normalmente 
se hidroliza por la Acetilcolina A (AChA), la cual es muy sensible a la presencia de 
diferentes contaminantes, entre los que se pueden mencionar los metales 
pesados, detergentes e hidrocarburos policíclicos (Mac-Quhae, 1997). 
 
Los ensayos de toxicidad se clasifican en dos grupos: 1. Ensayos de respuesta 
directa donde se encuentran los bioensayos de toxicidad aguda y crónica y 2. 
Ensayos de respuesta indirecta conformados por ensayos organolépticos y de 
bioestimulación (Mac-Quhae, 1997). 
 
Ensayos de Toxicidad Aguda 
 
Cuantifican las concentraciones de un tóxico a la cual se produce una determinada 
respuesta en una especie en particular. La respuesta normalmente evaluada es la 
muerte y se calcula un valor denominado concentración letal media (CL50) o 
concentración efectiva media (CE50), que representa la concentración del tóxico 
que afecta al 50% de la población experimental en un corto periodo de tiempo 
(generalmente 48 o 96 horas) (Kremens, 2000). La exposición aguda de 
organismos acuáticos a sustancias contaminantes a parte de causar la muerte 
también puede generar daños a nivel respiratorio, pérdida de la osmoregulación e 
inhibición enzimática (Belin, et al., 2000). Ceriodaphnia dubia ha sido considerada 
como un organismo de prueba usado para monitorear toxicidad aguda a 48 horas 
de efluentes industriales, metales pesados, aguas residuales y drenajes de minas 
ácidas (Belin, et al., 2000). 
 
Contaminación por Metales   
 
Los metales ingresan a los cuerpos de agua (lagos, ríos, etc.) por medio de 
descargas de residuos industriales donde pueden producir efectos nocivos sobre 
la biota acuática. Los metales denominados, pesados, son un grupo de elementos 
químicos metálicos que poseen una densidad por lo menos cinco veces mayor 
que la del agua. Dentro de este grupo se encuentran el Arsénico (As), Cadmio 
(Cd), Cobalto (Co), Cromo (Cr), Cobre (Cu), Mercurio (Hg), Níquel (Ni), Plomo 
(Pb), Estaño (Sn) y Cinc (Zn) (Mercado, 2004). 
 
Aunque los metales son elementos naturales en el medio ambiente y se pueden 
encontrar en bajas concentraciones en los ecosistemas, procesos naturales como 
volcanismo, erosión, lixiviación, contribuyen a un incremento progresivo de su 
concentración. Sin embargo, el hombre a través de actividades mineras, agrícolas 
e industriales, así como por descarga de residuos, moviliza estos metales al medio 
donde se convierten en contaminantes (Boada, et al., 2007). 
 
Al ser incorporados en los tejidos, los metales pueden reaccionar con una amplia 
variedad de moléculas, especialmente con enzimas. Ellos tienen gran afinidad por 
los grupos sulfhidrílo, y en menor cantidad por radicales amino, fosfato, carboxilo, 
imidazol e hidroxilo presentes en enzimas y otras proteínas esenciales. 
Igualmente, los ácidos nucleicos pueden ser blanco de los metales, ocasionando 
efectos genotóxicos como: mutaciones, aberraciones cromosómicas, alteraciones 
en la síntesis y reparación de los ácidos nucleicos, y transformaciones celulares. 
La ubicuidad de los metales en el medio ambiente, especialmente en los medios 
acuáticos, los ha convertido en sustancias importantes, y por ello es común que 
dentro de los programas de control se incluya su detección en las muestras 
ambientales. Con los bioensayos se pueden valorar los efectos que éstos 
contaminantes pueden generar sobre los organismos, constituyendo una forma 
simple, rápida, sensible y económica, para evaluar el potencial impacto de ellos 
sobre la biota (Marcovecchio, 2008). 
 
Cromo Hexavalente 
 
El Cromo (Cr) es un elemento natural presente en rocas, animales, plantas, 
suelos, humos y gases volcánicos. Se encuentra en varios estados de oxidación, 
siendo los más comunes, el cromo trivalente (Cr+3)  y el cromo hexavalente (Cr+6). 
El estado hexavalente (Cr+6) es el de mayor importancia toxicológica. Es de origen 
antropogénico y generado por industrias químicas, metalúrgicas, de curtiembres, 
de manufactura de pigmentos y colorantes, de agentes anticorrosivos en sistemas 
de refrigeración, entre otras. En Colombia, las curtiembres son una de las 
industrias más reconocidas por la utilización de compuestos de cromo hexavalente 
(cromatos) y de las más contaminantes que existen. Las operaciones y procesos 
generan líquidos y sólidos que se distinguen por su elevada carga orgánica y 
presencia de agentes químicos que tienen efectos tóxicos (Téllez, et al., 2004).  
 
El Cr+6 posee dos características que explican su alto grado de toxicidad: en 
primer lugar las membranas celulares son permeables al Cr+6, pero no al Cr+3 y en 
segundo aspecto el Cr+6 se reduce a Cr+3 en el interior de las células de las 
mitocondrias y él núcleo formando complejos con otras moléculas intracelulares. 
Debido a estos mecanismos, el Cr+6 puede disminuir la replicación y fidelidad de la 
DNA polimerasa, fijándose directamente a los grupos tioles a lo largo de la enzima 
produciendo un daño oxidativo que la llevan a la inhibición. También puede alterar 
directamente la síntesis de DNA, ya que disminuye los niveles de nucleótidos en el 
interior de la célula, por alteración de los receptores de la membrana involucrados 
en la captación de nucleótidos (nucleótidos permeasas) o su captación por 
difusión facilitada, llevando a un inbalance de nucleótidos (Téllez, et al., 2004). 
 
 
MATERIALES Y METODOS 
MATERIAL BIOLÓGICO 
 
Ceriodaphnia dubia Richard, 1984. 
Los organismos se pondrán en acuarios de vidrio de 2 l de capacidad y en 1 l de 
agua reconstituida moderadamente dura (80-100 mg/l CaCO3), con un pH de 7.4 – 
7.8. La densidad poblacional de cada acuario deberá ser de 20 ± 2 individuos/l, 
mantenidos en un cuarto con temperatura controlada (22 ± 1°C) y un fotoperiodo 
de 16 h luz/ 8 h oscuridad. La iluminación será de luz blanca fría con una 
intensidad de 20-30 E/m2/s. Los cultivos se alimentarán diariamente con una 
suspensión de algas (Selenastrum capricornutum) que asegurará 2.1 x 105 
células/ml/hembra (USEPA, 2002). 
 
ALIMENTO PARA LOS CULTIVOS DE C. dubia  
 
1. Concentrado de Algas (Selenastrum capricornutum) 
 
La inoculación del Medio Bristol se realizará bajo condiciones de esterilidad, a 
partir de una cultivo de algas (Selenastrum capricornutum) en fase estacionaria 
con una densidad celular entre 1 y 3 millones de células/ml. El medio inoculado se 
pondrá en cámara de incubación con iluminación (2000 lux), 22 ± 1°C y aireación 
permanente. Cuando el cultivo alcanza la fase estacionaria (5 – 7 d) presentando 
un color verde intenso, se retira de la cámara y se procede a separar las células 
por centrifugación a 3500 rpm durante 15 min. El sobrenadante se descarta y con 
las algas sedimentadas, correspondientes a la posterior alimentación de C. dubia, 
se realiza recuento utilizando una cámara de Neubauer, el cual debe alcanzar una 
concentración de 3.0 – 3.5 x 107 células/ml.   
 
2. Medio YTC (levadura + alimento para trucha + Cerophyll) 
 
La preparación se realiza de acuerdo a la metodología descrita por la USEPA 
(2002). 
 
- Solución de Alimento para Trucha: 
 
Se toman 5 g de éste alimento y se diluyen en 1 l de agua Milli Q. Para completar 
la disolución se utiliza un homogenizador de alta velocidad (Heidolph, DIAX 900). 
Luego se pasa por un filtro separador, tomando únicamente el sobrenadante. A 
continuación se procede a realizar la digestión sometiéndolo a aireación continua 
durante una semana. Terminado este proceso, se lleva la solución a 4°C por 1 h. 
Pasado este tiempo se separa nuevamente el sobrenadante mediante filtración.  
 
- Solución de Cerophyll 
 
Se toman 5 g de alfalfa en polvo y se diluyen en 1 l de agua  Milli Q. Se mezcla 
con un homogenizador (Heidolph, DIAX 900) por 5 minutos y se lleva a la nevera 
(4°C) durante toda la noche para posteriormente separar el sobrenadante. 
 
- Solución de Levadura 
 
Se toman 5 g de levadura en 1 l de agua Milli Q y se homogeniza utilizando un 
agitador magnético hasta la disolución completa. 
 
Finalmente se mezclan en volúmenes iguales cada una de las tres soluciones, 
obteniendo así el medio YTC. Para su almacenamiento, el medio se distribuye en 
viales de 2 ml y se congela hasta su uso. 
 
 
3. Mezcla Algas (Selenastrum capricornutum) y Medio YTC. 
 
Se tomarán volúmenes iguales del concentrado de algas y del medio YTC y se 
homogenizan con un agitador magnético, dejando la mezcla lista para su uso. 
 
 
 
 
 
 
 
4. Suplemento Vitamínico 
 
Las soluciones se prepararán de manera separada y se adicionan de la siguiente 
manera (Tabla 1):   
 
Tabla 1. Composición y Preparación del suplemento de vitaminas y selenio (Elendt & Bias, 1990). 
Solución Stock (g/l) Para 1 l de Agua Reconstituida 
Biotina 0,0075 0.1 ml 
Vitamina B12 0,010 0.2 ml 
Tiamina 0,075 1.0 ml 
Selenito de Sodio (Na2SeO4) 0,010 0.2 ml 
 
 
Para dar cumplimiento a los objetivos propuestos, el estudio se desarrollará en 
dos etapas, las cuales se encuentran relacionadas entre sí (Figura 1).     
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1. Actividades desarrolladas en cada una de las etapas. 
 
 
EVALUACION DE LA DIETA SOBRE EL DESARROLLO Y REPRODUCCIÓN 
DE Ceriodaphnia dubia 
 
En esta etapa se determinará cual de las dietas aplicadas proporciona los 
elementos nutricionales necesarios para garantizar en C. dubia una alta 
supervivencia y fecundidad. 
 
Para cada dieta se realizaran dos ensayos, cada uno con 10 réplicas y en cada 
una se pondrá un individuo.  Los individuos serán observados hasta finalizar su 
periodo de vida para determinar la longevidad, tiempo en alcanzar la madurez 
(etapa en la cual por primera vez aparecen huevos en la cámara de incubación), el 
número total de partos (considerado como el número de eventos de liberación de 
ETAPA I 
EVALUACIÓN DE LAS 
DIETAS 
Cultivos con la 
dieta seleccionada 
Elaboración de Pruebas ETAPA II 
ENSAYOS DE 
TOXICIDAD 
AGUDA 
Algas 
YTC 
Algas+YTC 
Algas+YTC+Suplemento 
neonatos de la cámara de incubación de la hembra adulta), y el número total de 
neonatos/hembra. 
 
Diseño experimental 
 
Se realizaran 5 ensayos a través del tiempo para cada dieta. Cada uno 
conformado por 10 réplicas, donde se utilizaran frascos de vidrio de 30 ml, los 
cuales contienen 15 ml de agua reconstituida moderadamente dura. A cada réplica 
se transfiere un neonato menor de 24 h y durante todo el experimento los 
individuos serán alimentados diariamente con: 
 
1. Algas = 100 l 
2. YTC = 100 l 
3. Mezcla Algas+YTC+Suplemento = 200l  
 
Diariamente, se lleva a cabo la observación de cada uno de los individuos para 
determinar: tiempo en alcanzar la madurez, número de neonatos/hembra y tiempo 
de supervivencia.  
 
Procesamiento de datos 
 
Para establecer si existen diferencias significativas en el comportamiento 
reproductivo de los individuos alimentados con las diferentes dietas, se realizara 
un análisis de varianza a una vía de clasificación (ANOVA), y posteriormente se 
aplica una prueba de Tukey para determinar entre que dietas se presentaban esas 
diferencias. 
 
ENSAYOS DE TOXICIDAD AGUDA 
 
Luego de establecer la mejor condición de alimentación en la etapa I se dio paso a 
la segunda parte para evaluar la sensibilidad de los cultivos de C. dubia por medio 
de ensayos de toxicidad aguda utilizando como tóxico cromo hexavalente. Las 
distintas concentraciones se obtienen a partir de una solución de 1 mg Cr+6/l y 
deben ser diluidas en agua reconstituida, con una dureza total de 80-100 mg/l de 
CaCO3, alcalinidad total de 90-120 mg/l de CaCO3 y pH de 7.4 – 7.8. Para iniciar 
los ensayos es indispensable la búsqueda del intervalo de concentraciones para 
determinar en cuáles se presenta el 0 y 100% de mortalidad en los organismos de 
prueba.  
 
 
Diseño experimental 
 
Se deben realizar 20 ensayos a través del tiempo. Cada uno conformado por cinco 
concentraciones y un control negativo (15 ml de agua reconstituida 
moderadamente dura). Se emplean 5 réplicas tanto para las concentraciones 
como para el control utilizando frascos de vidrio de 30 ml, los cuales contienen    
15 ml de la respectiva concentración del tóxico. A cada réplica se transfieren 5 
neonatos menores a 24 h de nacidos. Estos ensayos tienen una duración de 48 h, 
tiempo en el cual los organismos no deben ser alimentados. Con los resultados 
obtenidos, se determina la concentración que produce la muerte al 50% de la 
población de neonatos expuestos (CL50), a un nivel de confiabilidad del 95%. Una 
vez obtenidas las CL50 de los 20 ensayos se construye la carta de control, para 
determinar el comportamiento de C. dubia a través del tiempo. 
 
La muerte se reconoce por la carencia de movilidad o la ausencia de ritmo 
cardiaco. Antes de efectuar las lecturas se agitan los frascos en forma circular 
para reactivar el movimiento de los organismos que se posan inmóviles en el 
fondo. Aquellos que no presentaban movilidad se observan en un estereoscópico 
para confirmar la ausencia de ritmo cardiaco (Díaz., et al., 2004).  
 
Procesamiento de datos  
 
Para el cálculo de la CL50 y sus respectivos límites de confianza del 95% se utiliza 
el método Probit versión 1.5 de la USEPA. Este método permite estimar la CL50 
ajustando los datos de mortalidad mediante una técnica de probabilidad para 
estimar los valores que siguen una distribución logarítmica de tolerancias. El 
porcentaje de organismos afectados o muertos por la acción tóxica de una 
sustancia se transforma a unidades Probit. Esta transformación permite el ajuste a 
una línea de regresión, en la cual la concentración asociada al respectivo Probit, 
corresponde a la cantidad de sustancia capaz de generar el efecto estudiado en la 
mitad (50%) de la población (Díaz, et al., 2004).  
 
 
RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
EVALUACION DE LA DIETA SOBRE EL DESARROLLO Y REPRODUCCIÓN 
DE Ceriodaphnia dubia 
 
Como se mencionó anteriormente, el trabajo experimental se llevó a cabo en dos 
etapas. En la primera se realizó el seguimiento del comportamiento de C. dubia 
con las tres dietas seleccionadas (Algas, YTC, Algas+YTC+Suplemento) y se 
evaluaron las variables supervivencia y fecundidad, obteniendo los siguientes 
resultados: 
 
 
 
 
 
 
Tabla 2. Valores promedio obtenidos para las variables supervivencia y reproducción hasta el  
parto 12 con cada una de las dietas evaluadas. 
 
 DIETAS 
VARIABLE  ALGAS YTC ALGAS+YTC+Suplemento 
Maduración (días) 3 5 3 
Edad 1
er
 Parto (días) 6 7 5 
No. Neonatos 1
er 
Parto 4 3 5 
Edad 3
er 
Parto (días) 10 13 9 
No. Neonatos 3
er 
Parto 6 4 13 
No. Total neonatos/hembra Parto 12 45 41 134 
Edad al Parto 12 (días) 33 34 27 
Supervivencia al Parto 12 (%) 6 14 86 
 
Supervivencia  
 
En la figura 2 se presentan los resultados del porcentaje de supervivencia de              
C. dubia durante 12 partos bajo las tres condiciones de alimentación. En ella se 
muestra como la dieta con Algas+YTC+Suplemento permite alcanzar el parto 12 
en 27 días, mientras que con las dietas de Algas y YTC adicionadas por separado, 
el parto 12 solo se logra hasta los 33 y 34 días respectivamente. Por otro lado, con 
la dieta de Algas+YTC+Suplemento solo se tiene una mortalidad del 14% y en el 
caso de los organismos que son alimentados con Algas ó YTC la mortalidad 
alcanza valores del 43 y 47% respectivamente. Autores como Stewart y Konetsky 
(1997), reportan un periodo total de vida de 23 días, un promedio de 12 partos y 
un total de 120 neonatos para C. dubia alimentada con Algas+YTC, datos 
similares se obtuvieron en este estudio utilizando la misma dieta, sin embargo, a 
los 27 días la supervivencia fue del 86%. Es importante también señalar que para 
la población alimentada con Algas y con YTC a partir del día 19 la supervivencia 
disminuye rápidamente. 
 
Figura 2. Tiempo de supervivencia de C. dubia obtenido en las diferentes dietas. 
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Estos resultados contribuyen confirman que la alimentación afecta directamente la 
supervivencia, ya que bajo condiciones limitadas de nutrientes, la energía 
disponible de cada organismo de prueba deberá distribuirse para reproducción, 
crecimiento y mantenimiento y no permitirá una gran longevidad (Abrantes & 
Goncalves, 2003). Sin embargo, autores como Rose y colaboradores (2002) 
señalan que una baja concentración de alimento causa una disminución en el 
número de partos y en la tasa de crecimiento de la población pero lleva a un 
incremento en la longevidad.  
 
Con los datos obtenidos se construyeron las tablas de vida de supervivencia para       
C. dubia, determinando en cada dieta, el número de individuos que morían entre 
cada parto, la tasa de mortalidad y la expectativa de vida. En la tabla 3 se 
presentan los éstos resultados y como se puede observar, la proporción del 
número de individuos que moría entre los partos (dx) fue mayor para las dietas con 
Algas y YTC, mientras que para la dieta con Algas+YTC+Suplemento fue muy 
reducido el número de muertes. El máximo de organismos muertos para esta dieta 
fue de dos. Esto se relaciona con la tasa de mortalidad (qx), la cual para la mezcla 
con suplemento vitamínico solo se inicia en el séptimo parto (0.02), y en el parto 
12 fue solamente de 0.05 comparada con la obtenida en la dieta con YTC, la cual 
fue la más alta con un valor de 1.14. Igualmente, la expectativa de vida (ex) entre 
los partos fue superior para la dieta con Algas+YTC+Suplemento. 
 
Tabla 3. Determinación del número de organismos muertos entre los partos (dx), tasa de 
mortalidad (qx) y expectativa de vida (ex) en cada una de las dietas. 
 
 
 
Lo anterior indica nuevamente que bajas cantidades de alimento puede llegar a 
tener un efecto negativo sobre los parámetros evaluados de supervivencia. Esto lo 
ratifica Stewart y Konetsky (1997) quienes mencionan que las algas 
probablemente constituyen uno de los principales componentes de la dieta de la 
mayoría de las especies de cladóceros en hábitats naturales, sin embargo, las 
Daphnias también pueden derivar energía de materia orgánica, y C. dubia, por 
 ALGAS YTC ALGAS+YTC+Suplemento 
PARTO 
dx qx ex dx qx ex dx qx ex 
1 
0 0 3.77 0 0 4.02 0 0 5.79 
2 
1 0.02 3.37 1 0.02 3.60 0 0 5.29 
3 
2 0.05 3.03 1 0.02 3.18 0 0 4.79 
4 
1 0.02 2.62 1 0.02 2.75 0 0 4.29 
5 
0 0 2.15 4 0.10 2.47 0 0 3.79 
6 
3 0.08 1.81 6 0.17 2.31 0 0 3.29 
7 
5 0.14 1.53 2 0.06 1.93 1 0.02 2.85 
8 
3 0.09 1.16 5 0.17 1.69 1 0.02 2.40 
9 
6 0.23 0.85 1 0.04 1.24 0 0 1.90 
10 
12 0.86 0.71 7 0.33 1.00 2 0.04 1.46 
11 
10 2.50 0.82 6 0.40 0.72 1 0.02 0.98 
12 
1 0.33 0.47 8 1.14 0.49 2 0.05 0.50 
ejemplo, puede sobrevivir y reproducirse usando materia orgánica disuelta como 
fuente de alimento por mecanismos de adsorción. Por ello, estos autores en su 
investigación utilizan como alimento el medio YTC para complementar la 
alimentación con Algas. 
 
Fecundidad 
 
 Madurez  
El tiempo promedio requerido para observar la aparición de huevos en la cámara 
de incubación fue mayor para los organismos alimentados con YTC, con un valor 
promedio de cinco días, mientras que los individuos alimentados con Algas y 
Algas+YTC+Suplemento requirieron menos tiempo para su maduración, tres días 
(Figura 3). Rose y colaboradores (2000) reportan que una disminución en la 
cantidad de alimento puede generar un retraso en el tiempo en alcanzar la 
madurez. Esta misma situación se presentó en la dieta con YTC, cuando se 
adicionó por separado. 
 
 
Figura 3. Tiempo requerido para la maduración de los organismos expuestos a las diferentes 
dietas. 
 
Con la realización del análisis estadístico, ANOVA, se comprobó que existían 
diferencias significativas entre el tiempo (días) en que los organismos alimentados 
con Algas y Algas+YTC+Suplemento alcanzaron su madurez, con respecto a 
aquellos alimentados solamente con YTC (P < 0.05, n = 50). La prueba de Tukey 
mostró que el menor tiempo para alcanzar la madurez se obtuvo para los 
individuos alimentados con Algas+YTC+Suplemento, seguido de la dieta con 
Algas y finalmente la de YTC. 
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La variable madurez se encuentra estrechamente relacionada con el crecimiento. 
Gagneten (2004) afirma que los organismos que maduran en poco tiempo tienen 
mayor probabilidad de sobrevivir hasta la adultez, logrando una mayor adecuación 
biológica debido a que su progenie nace y comienza a reproducirse más 
tempranamente. Lo anterior se pudo comprobar con la dieta de 
Algas+YTC+Suplemento, donde se obtuvo un tiempo de maduración de tres días, 
el primer parto sucedió dos días después con un valor promedio de cinco 
neonatos y el tercer parto se obtuvo en el noveno día con 13 neonatos, siendo 
este tiempo el empleado para desarrollar los ensayos de toxicidad crónica. 
 
 Número de neonatos/hembra 
 
Cuando C. dubia llega a la madurez, invierte su energía tanto para la producción 
de huevos como para el crecimiento, ya que con cada muda se produce un 
incremento del tamaño. Se ha registrado una alta tasa de crecimiento entre la 
segunda y cuarta muda después de la madurez, seguido de esto se presenta los 
máximos registros de fecundidad para luego producirse una disminución gradual 
hasta el final del periodo reproductivo (Villalobos & González, 2006).   
 
Las hembras que mayor número de neonatos generaron hasta el doceavo parto 
fueron las alimentadas con Algas+YTC+Suplemento, con 134 neonatos, mientras 
que con Algas y YTC solo se obtuvieron 45 y 41 neonatos/hembra, 
respectivamente (Figura 4).  
 
 
Figura 4. Promedio del número de neonatos obtenidos en cada dieta. 
 
La drástica disminución de neonatos esta atribuida al bajo contenido de nutrientes 
de estas dietas, lo cual lleva a un incremento de la intermuda, haciendo que el 
tiempo entre un evento reproductivo y el siguiente sea mayor (Rose, et al., 2002). 
En la figura 5 se puede observar que los organismos alimentados con Algas y YTC 
tardaron 5 y 6 días más en alcanzar el doceavo parto con relación a la dieta de 
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Algas+YTC+Suplemento, donde se observó que en éstos organismos cada dos 
días una nueva puesta de huevos era descargada en la cámara de incubación. 
 
 
Figura 5. Incremento en la intermuda de C. dubia alimentada con las dietas de Algas y YTC por 
separado. 
 
En el análisis estadístico aplicado para la variable reproducción, se empleó 
inicialmente un ANOVA a una vía de clasificación (dieta) el cual indicó diferencias 
estadísticamente significativas en el número promedio de neonatos/hembra para 
cada una de las dietas (P < 0.05). Se realizaron además comparaciones múltiples, 
utilizando la prueba de Duncan, con la cual se evidencia que el número de 
neonatos es mayor para la dieta con Algas+YTC+Suplemento.  
 
Por otra parte, cada parto fue considerado como una variable de afectación a la 
variable respuesta e igualmente se analizó mediante un ANOVA y una prueba de 
Duncan el promedio de neonatos/hembra obtenido en cada parto y con cada una 
de las dietas. Se encontró un valor P menor que 0.05, lo cual indicó la existencia 
de diferencias significativas respecto al número promedio de neonatos en cada 
parto.  
 
Estas diferencias se pueden observar en la figura 6 donde, los organismos 
expuestos a la dieta con Algas+YTC+Suplemento, el número de neonatos fue 
menor en los tres primeros partos debido al poco tamaño corporal, pero a medida 
que se presentaba una muda la capacidad de almacenamiento de huevos en la 
cámara de incubación era superior. En las dietas adicionadas por separado el 
número de neonatos en cada parto fue bajo y los máximos valores se encontraron 
entre los partos siete y ocho. 
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Figura 6. Comparación entre el número promedio de neonatos obtenido en cada parto y con 
respecto a las diferentes dietas. 
 
Con lo anterior se evidencia que la fuente de alimento adicionada afecta 
radicalmente la calidad de vida de C. dubia. Así Cerda y Olive (1993) indican que 
alimentos de bajo valor nutricional imponen un estrés que puede incrementar la 
sensibilidad de estos animales a tóxicos. Ferrao y colaboradores (2003) 
mencionan además que las algas tienen lípidos ricos en ácidos grasos 
poliinsaturados, proteínas, nitrógeno (N) y fósforo (P). El porcentaje de proteína es 
de 12-35%; lípidos de 14-32% y carbohidratos de 12-17%. El Nitrógeno es 
importante para síntesis de amino-ácidos y proteínas y el fósforo es un importante 
componente de los fosfolípidos y del ATP, así como en la síntesis de ácidos 
nucleicos, por lo que está directamente relacionado con el crecimiento y la 
reproducción. Altos niveles de P en cladóceros se asocian con altos contenidos de 
ARN.  
 
Los ácidos grasos, juegan un papel importante en el metabolismo celular, ya sea 
como precursores de los ácidos eicosanoicos (Ej. Prostaglandinas) o como 
constituyentes de la membrana celular. A bajas temperaturas el rol principal de los 
ácidos grasos es regular funciones relacionadas con la reproducción (Ferrao, et 
al., 2003). 
 
También algunos autores recomiendan el uso de levaduras (Saccharomyces 
cereviseae) para el cultivo de cladóceros. La pared celular de S. cereviseae 
contiene de 6 a 8% de proteínas, un promedio de 8.5-13.5% de lípidos y un gran 
contenido de vitamina B (Tiamina, Riboflavina, ácido fólico), aunque es deficiente 
en varios ácidos grasos esenciales (Peña, et al., 2005). Prieto y colaboradores 
(2006) recomiendan utilizar dietas mixtas alga-levadura o usar otros aditivos para 
evitar el efecto de los productos de degradación de la levadura y la carencia de 
ciertas vitaminas. El uso de mezclas son recomendadas para el crecimiento de 
especies del zooplancton, principalmente cladóceros y rotíferos, que aquellas que 
se utilizan separadamente (Peña, et al., 2005). Otros componentes para la dieta 
de C. dubia es el alimento para trucha el cual posee un alto contenido en proteínas 
(40-45%), lípidos, carbohidratos, vitaminas, minerales, y la alfalfa que es rica en 
proteínas (12-18% de proteína cruda), minerales y vitaminas (Flores & Rodríguez, 
1999). 
 
La tabla 4 presenta los parámetros de fecundidad evaluados para C. dubia con 
respecto a cada dieta. Se calculó la tasa reproductiva neta (RO), el tiempo 
generacional (TG) y la tasa intrínseca de crecimiento poblacional (r) durante los 12 
partos.  
 
Tabla 4. Determinación de la tasa neta de reproducción (RO), tiempo generacional (TG) y tasa 
intrínseca de crecimiento poblacional (r). 
                               = 44.89                                    = 41.23                                   = 133.88 
 
La tasa intrínseca de crecimiento poblacional (r) estuvo directamente relacionada 
con la tasa neta de reproducción (RO), mostrando que los organismos alimentados 
con Algas+YTC+Suplemento presentaron la mayor RO (133.88) con respecto a las 
otras dietas, y por consiguiente, es la población más abundante. Igualmente, 
Rose, y colaboradores (2002), encontraron que los cladóceros en buenas 
cantidades de alimento, presentan mayores tasas de crecimiento poblacional, que 
aquellos que estuvieron en condiciones limitadas. Efectivamente lo mismo sucedió 
en este estudio en donde a los organismos que se les adiciono el alimento por 
separado presentaron bajas tasas de crecimiento poblacional como también una 
bajas RO.  
 
 ALGAS YTC ALGAS+YTC+Suplemento 
PARTO 
Ro TG r Ro TG r Ro TG r 
1 
3.94 6 0.25 2.59 7 0.14 4.72 5 0.29 
2 
5.40 8 0.22 3.47 10 0.12 8.62 7 0.29 
3 
4.77 10 0.16 4.22 13 0.11 9.00 9 0.24 
4 
6 12 0.15 4.96 16 0.10 12.02 11 0.22 
5 
6.34 15 0.12 4.49 19 0.08 11.30 13 0.19 
6 
4.79 18 0.09 4.43 20 0.07 13.20 15 0.17 
7 
4.15 19 0.07 4.76 23 0.07 14.52 17 0.16 
8 
4.99 22 0.07 3.53 25 0.05 14.24 19 0.14 
9 
2.39 24 0.04 3.43 27 0.05 10.50 21 0.11 
10 
1.36 27 0.01 2.55 29 0.03 10.74 23 0.10 
11 
0.47 29 -0.03 1.94 32 0.02 12.88 25 0.10 
12 
0.30 33 -0.04 0.86 34 0.00 12.14 27 0.09 
Por otro lado los organismos que menor tiempo emplearon para iniciar su 
descendencia (TG) fueron los alimentados con la dieta de 
Algas+YTC+Suplemento, con respecto a las otras dos dietas de Algas y YTC 
(Tabla 3), las cuales presentaron un retraso para iniciar la reproducción. Este 
incremento en el TG es debido a una baja ración de alimento suministrada (Rose, 
et al.,  2002). 
 
ENSAYOS DE TOXICIDAD AGUDA 
 
Al determinar que la dieta con Algas+YTC+Suplemento presentó los mejores 
resultados en cuanto a madurez, reproducción y supervivencia, los ensayos de 
toxicidad se realizaron con los neonatos provenientes de las hembras de los 
cultivos masivos alimentados con esta dieta. 
 
Para el procesamiento de los datos en el programa Probit, se trabajó con 
concentraciones de exposición de cromo hexavalente (Cr+6) en las cuales, los 
porcentajes de respuesta (mortalidad) estuvieran entre 0% y 100% (Figura 7).  
 
 
Figura 7.  Porcentaje de Mortalidad de C. dubia a diferentes concentraciones de Cr
+6
 (mg/l) 
durante 48 horas. 
 
Para establecer la sensibilidad de los cultivos se calculó para los 20 bioensayos la 
CL50-48h y sus respectivos límites de confianza, pudiendo caracterizar el 
comportamiento de los organismos al tóxico a través de un tiempo determinado 
(Tabla 5),  (Martínez, et al., 2006; Cesar, et al., 2002). 
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Tabla 5. Valores obtenidos en cada ensayo de la CL50-48h al Cr
+6  
para C. dubia. 
 
Bioensayo CL50-48h (mg Cr+6 / L) Límites de Confianza 95% 
1 0.238 0.227 - 0.249 
2 0.197 0.076 - 0.243 
3 0.217 0.205 - 0.229 
4 0.197 0.185 - 0.206 
5 0.226 0.215 - 0.237 
6 0.26 0.249 - 0.340 
7 0.211 0.199 -  0.221 
8 0.211 0.199 – 0.222 
9 0.221 0.210 - 0.232 
10 0.211 0.200 - 0.222 
11 0.215 0.204 - 0.226 
12 0.281 0.242 - 0.266 
13 0.282 0.265 - 0.316 
14 0.222 0.214 - 0.230 
15 0.258 0.246 - 0.274 
16 0.246 0.235 - 0.258 
17 0.23 0.218 - 0.242 
18 0.244 0.235 - 0.253 
19 0.218 0.206 - 0.228 
20 0.215 0.203 - 0.226 
 
Los datos generados fueron representados en un gráfico control (Figura 8) que 
permitió evaluar la tendencia acumulativa de la serie de resultados. A medida que 
se generaban valores de CL50-48h se recalcula la media y los límites de confianza 
(media ± 2 desviaciones estándar). En consecuencia los resultados de aquellos 
ensayos que se situaran fuera de los límites superior o inferior señalaban una 
tendencia al aumento o disminución de la sensibilidad de la población de prueba. 
 
Analizando la figura 8 se puede observar que los valores para la CL50-48h se 
encontraron dispersos con respecto a la media indicando que la sensibilidad de          
C. dubia varió a lo largo del tiempo en que se realizaron los ensayos. Por otro lado 
se pudo determinar que los bioensayos 12 y 13 estuvieron por encima del límite 
superior lo que demuestra que en estos puntos disminuyó la sensibilidad de  C. 
dubia, ya que a la concentración de 0.3mg/L donde tendría que presentarse el 
100% de mortalidad solo hubo un 76% para el bioensayos 12 y un 60% para el 
bioensayos 13. Es importante aclarar que los cultivos de C. dubia anteriormente 
no fueron expuestos al tóxico, ya que largos  periodos de vida (por muchas 
generaciones) de poblaciones bajo condiciones de contaminantes inducen 
reordenamientos genéticos, Ej. adaptación genética. La adaptación puede incluir 
cambios en el metabolismo y el crecimiento, tamaño del cuerpo, y fertilidad 
(Flerov, et al., 2003). 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 8. Curva de sensibilidad al Cr
+6 
para los cultivos de C. dubia
 
alimentados con 
Algas+YTC+Suplemento. 
 
La CL50-48h hallada fue de 0.23 mg Cr
+6/l con una desviación estándar de 0.02, 
límites de confianza al 95% de 0.18 - 0.28 y un coeficiente de variación (CV) de 
10.78%. Comparando éstos resultados con los reportados por Baral y 
colaboradores (2006) y Versteeg y colaboradores (1997) con unas CL50-48h = 0.145 
y 0.195 mg Cr+6/l, respectivamente. Se encuentra que la sensibilidad al cromo 
hexavalente de los organismos en éste estudio es mucho más baja, y más similar 
a la reportada para Daphnia magna, con una CL50 = 0.25 mg Cr
+6/l (Martínez, et 
al., 2006). 
 
Estas diferencias pueden ser el resultado del efecto de las variables físico-
químicas del agua de cultivo ya que en el estudio de Baral y colaboradores (2006) 
se trabajó con alcalinidades más bajas  (64 – 70 mg/l CaCO3) y pHs más altos  
(7.8 – 8.1), que las utilizadas en el presente estudio (Alcalinidad = 90-120 mg/l  
CaCO3 y pH = 7.4 – 7.8), lo cual pueden afectar la biodisponibilidad y toxicidad del 
metal. Por ejemplo, a pH bajo predomina el dicromato (Cr2O7) (Gómez y Callao, 
2006; Kim, et al., 2002), mientras que el cromato (CrO4) predomina a pH > 7 
(Swietlik, 1998). 
 
Belanger y Cherry (1990) señalan que en ensayos de metales con C. dubia,  pHs 
bajos (ácidos) incrementan la toxicidad del metal, ya que la mayoría de los 
metales tienden a estar más disponibles a pH ácido, y si el pH es elevado 
entonces puede bajar la toxicidad metálica por precipitación como carbonatos e 
hidróxidos.  
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Por otro lado, la dureza del agua es usada para regular la exposición de metales 
divalentes en ecosistemas de agua dulce (Ross, et al., 2005). Si el agua tiene una 
elevada dureza entonces existe baja toxicidad porque se forman carbonatos 
insolubles, también se presenta la adsorción de los metales en el carbonato y hay 
una baja disponibilidad de los metales. El calcio y el magnesio son los principales 
cationes productores de dureza y compiten con los mentales por puntos activos 
sobre los organismos (Gensemer, et al., 2002). 
 
En Colombia el Decreto 1594 de 1984, expedido por el Ministerio del Medio 
Ambiente, establece los límites de concentración máximos permitidos para el 
vertimiento de residuos industriales y define al cromo hexavalente como una 
sustancia de interés sanitario, por lo cual establece su concentración máxima en 
0,5 mg/l en vertimientos de aguas residuales industriales, sin embargo, el límite 
admisible para el consumo humano y doméstico es de 0.05 mg/l (Kitchen, 2005), 
lo cual mostraría un valor muy conservativo teniendo en cuenta que la CL50-48h fue 
de 0.23 mg Cr+6/l. 
 
Para concluir, la cantidad y calidad de alimento son factores determinantes del 
crecimiento y reproducción de C. dubia, siendo las dietas con Algas y YTC por 
separado ineficientes para lograr un periodo de madurez en poco tiempo y 
alcanzar un alto número de neonatos. 
La dieta con la mezcla del alga Selenastrum Capricornutum, Medio YTC y  
Suplemento de Vitaminas y Selenio, permitió obtener individuos con una rápida 
maduración, tres días, y un promedio de 134 neonatos/hembra hasta su doceavo 
parto, lo cual garantiza el poder llevar a cabo las pruebas de toxicidad. 
Con respecto a la dinámica poblacional de C. dubia, se evidenció que la 
supervivencia y fecundidad disminuyen cuando los organismos son sometidos a 
las dietas con Algas y YTC por separado, mientras que con 
Algas+YTC+Suplemento, la capacidad de supervivencia es mayor, así como 
también la tasa de crecimiento y la tasa neta de reproducción. 
La sensibilidad al cromo hexavalente en los ensayos de toxicidad aguda de los 
cultivos de C. dubia alimentados con Algas+YTC+Suplemento mostró una 
concentración letal cincuenta a 48 h (CL50-48h) de 0.23 mg Cr
+6/l con límites de 
confianza al 95% entre 0.18 - 0.28 mg Cr+6/l. 
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